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論文内容要旨
第一章緒論
 '神経の機能においてCa2+は,いくつかの重要な役割を担っており,興奮性の維持および神経
 伝達物質の遊離にもCa2+が必須である事が知られている。また神経細胞内のCa2+濃度は10-7M
 であり,細胞外Ca2+濃度のio-3Mに比べ著しく低く保たれており,神経細胞表面膜にはCa2+を
 細胞外に排出する機構の存在が示唆されている。一方神経細胞内のCa2+濃度が高まると興奮性
 が不可逆的に失なわれる事が知られており,このCa2+の排出の機構が神経の機能維持に重要な
 役割を果たしている事を示している。
 一方,加硫70の研究で,脳ミクロゾームがATP,Mg2+に依存してCa2+を取り込む事が
 OtsukaらおよびYoshidaらにより独立に見出された。この脳ミクロゾームのCa2+取り込み
 は,Ca2+の関与する生理的に重要な上記の機能のいずれかと関連するものと期待されるが,
 脳ミクロゾーム分画中のCa2+取り込みを担う細胞小器官は未だ明らかにされず,したがってそ
 の生理的意義も不明のままであった。
 著者は,ブタ大脳の粗ミトコンドリア分画(P2分画)およびP2分画をさらに細分画して得ら
 れるシナプス表面膜分画を用い,脳組織中のCa2+取り込みを担う細胞小器官を同定するととも
 に,そのCa21'取り込みの機構を,Ca2+取り込みの生理学的意義を明らかにすることを目的と
 して研究した。
 本研究で得られた結果から,Ca2イ'取り込みはinside-outのvesicieを形成したシナブ'ス
 表面膜によるものであると結論するのが妥当であり,またCa2'卜取り込みとCa,Mg-ATPase
 活性とは密接な関連のある事が示唆される。さらに,上記の脳ミクロゾーム分画にみられるCa2+
 取り込みも,このinside-outvesicleを形成したシナプス表面膜によるものである事を強
 く示唆する結果も得た。
 第二章材料と方法
 ブタ脳を10(W/W)%sucrose中でhomogenizeし,1000×gで上清に,10,000xg
 で沈殿にくる分画を粗ミトコンドリア分画(P2分画)として得た。これを5mMTris-HCI
 bufferpH8.1を用いて1ysisした後,Jones&Matusの方法を若干変更した方法でショ
 糖密度勾配遠心法により細分画し,ミトコンドリア,シナプス表面膜,ミエリンの三分画を得た。
 Ca2+取り込みの反応混液の組成は次の通りである。10μM45CaC】2,lmMATP,5mM
 MgC12・20mMKCL20mMTris-maleatebufferpH6.8・10(W/W)%sucrose,
 1mMNaN3およびタンパク量にして0,i～0.2mg/mlのP2分画またはiysisしたP2分画
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 であった。反応は24。Cで行ない,一定時間後に反応液1m1を取り,Milliporefilterを用い
 吸引ろ過し,さらに10mMTris-maleatebufferpH6.8,20mMKCI,5mMMg
 C12を含む10%sucroseでfilterを洗浄後・mterに残ったradioactivityを測定した。
 細分画した試料を用いた場合は,反応液には,sucroseおよびNaN3は加えなかった。また
 filterの洗浄には,2.5mMMgC12を含む10mMTris-maleatebufferpH6.8を用いた。
 Ca,Mg-ATPase活性の測定は,Ca2+取り込みの測定と同様の条件下で行なった。CaC12
 の代わりに0,1mMethylenglycolbis(β一aminoe[hyl-ether)一N,N㌧tetraacetic
 acidを加えた場合との差をCa・Mg-ATPase活性とした。
第三章実験結果
 第一節P2分画のCバ+取り込み
 P2分画は,Ca2+取り込みはみられず,1ysis後にはじめてCa2+取り込みがみられた。
 LysisしたP2分画のCa2+取り込み量は約2μmoles/gproteinであ一〕た。P2分画中に
 は,ミトコンドリア,ミエリン断片,およびシナプトゾームなどが含まれ,シナプトゾーム内に
 は・ミトコンドリア・シナプス小胞およびER様の膜が含まれており,P2分画を低張液にさら
 し1ysisすると,シナプトゾームは内容物を失ないシナプス表面膜ゴーストとなる事が知られて
 いる。したがって1ysisしたP2分画でみられたCa2+取り込みを担う細胞小器官は,1ysisによ
 り断片化されたシナプス表面膜か,あるいは,1ysisでシナプトゾーム外に現われたシナプトゾ
 ーム内細胞小器官などの可能性がある。Ca2'卜取り込みを担う細胞小器官はIysis前に外液中に
 直接さらされているものか,あるいは1ysis後にはじめて外液に接するものであるかのいずれか
 を明らかにする目的でP2分画のtrypsin処理を行なった。その結果,trypsin処理したP、分
 画は1ysis後でもCa2+取り込み活性を示さない事が明らかになった。Insolubletrypsmで
 P2分画を処理した場合も同様の結果を得た。したがって,tryDsinの効果は,シナプトゾーム
 内等の細胞小器官に作用したためではなく,表面膜に作用した結果であると考えるのが妥当であ
 る。すなわち・Ca2+取り込み機構は,シナプトゾーム内等の内部に存在した膜にではなく,膜
 表面に存在すると示唆された。
 Ca,Mg-ATPase活性は,P2分画でもみられるが、Iysisにより60%の増加を示した。
 P2分画をtrypsin処理するとその後のlysisの有無にかかわらずCa,Mg-ATPase活性は
 全くみられなかった。
 第二節1、ysi8したP2分画の細分画
 LysisさせたP2分画をJotles&Matusの方法で,ショ糖密度勾配遠心法により,ミエリ
 ン・シナプス表面膜・ミトコンドリアの三分画に分画し・Ca2'←取り込み活性およびCa,Mg一
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 ATPase活性の分布を調べた。その結果,両活性ともにシナプス表面膜分画で最大であり,Ca2+
 取り込み量は4～5μmoles、/gprotein,Ca,Mg-ATPase活性は約40μmoles/'g
 protein・m1nであった。そこで以下の実験は,シナプス表面膜分画を用いて行なった。
 なお比較的高いCa2+取り込み活性を得るには,20mMKC1存在下でショ糖密度勾配遠心を
 行なう必要のある事を明らかにした。
 第三,四,五節
 Nakamura&Konishiは脳ミクロゾームのCa2+取り込みは,cysteineにより阻害され
 るという,他のCa肚取り込みにはみられない特徴のある事を明らかにした。また脳ミク臼ゾー
 ムのCa2+取り込み量は,Na'しにより減少し,高濃度のシュウ酸存在下で増加する事が知られて
 いる。
 シナプス表面膜分画でも,cysteineによりCa2ト取り込みは完全に阻害された。またCa2+取
 り込み量は,同様にNゴの共存により減少し,5mMシュウ酸の共存により増加した。これらの
 事は,脳ミクロゾームのCa2'ト取り込みと,シナプス表面膜分画のCa2千取り込みとは同一の現
 象を反映している事を示すものである。
 第六節シナプス表面膜分画のCa2脂取り込みとCa,晦一A響P麗ε活性との平行性
 上述のようにCa2+取り込みとCa,Mg-ATPase活性とは・P2分画のtrypsin処理によ
 りともに失なわれ,またショ糖密度勾配遠心による細分画での分布が一致する事から密接な関連
 のある事が示唆された。そこで両者の関連について検討した。.
 シナプス表面膜分画のCa2卜取り込みと,Ca,Mg-ATPase活性とは,ともにN-ethy卜
 maleimlde(NEM)により阻害され,かつNEMの阻害に対しては,ATPは保護効果をもた
 なかった。また両者は温度依存性,Mg2+濃度依存性において1司様の傾向を示した。これらの結
 果は,Ca,Mg-ATpase活性とCa肚取り込みとの共役を強く示唆するものである。
第五章考察
 第一節C82+取り込みを担う細胞小器官の同定
 以上の実験結果から,lyslsしたP2分画でみられたATP依存性Ca2+取り込み機構は,シナ
 プトゾーム内の細胞小器官にではなく,シナプス表面膜に存在する事が明らかにされた。
 このシナプス表面膜断片のCa2+取り込みは,シュウ酸の共存により増大する事から,Ca2+の
 vesicle内への輸送であると考える事ができる。
 神経細胞内Ca2+濃度は,細胞外液に比べ著しく低く保たれており,神経細胞表面膜には,Ca2'ト
 を濃度勾配に逆らってpumping-outする機構の存在が示唆されている。したがって本研究で
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 観察されたCa2+取り込みは,inside-outのvesicleを形成したシナプス表面膜断片による
 Ca2+のpumping-inであると考えるのが妥当であろう。Inside-outのvesicleは赤血
 球摸等で作られているが,興奮膜では,はじめてである。Ca2+取り込みを担うvesjcieが
 inside-outのves1cleである事の直接の証明は今後の課題である。
 また脳ミクロゾームのCa2+取り込みもまた,その中に含まれるinside-outのvesicleを形
 成したシナプス表面膜断片によるCa2卜取り込みであると結論される。
 第二節シナプス表面膜断片のCa2+取り込みの機構
 Ca2'ト取り込み速度は,化学量論的には,Ca,Mg-ATPase活性に比べ著しく小さかった
 か,種々の操作および様な反応条件下での傾向は等しく・シナプス表面膜分画のCa肚取り込み
 は,Ca,Mg-ATPaseによるものであると考えられる。筋小胞体膜断片(SRF)の場合と
 異なり,シナプス表面膜断片でのCa2←取り込みはcysteineおよびNa+の影響を受けるという
 特徴がある。CysteineおよびNa+の作用機構の解明は今後の課題である。
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 論文審査の結果の要旨
 神経細胞内のカルシウムイオン濃度は細胞外のそれに較べ著るしく低い。このカルシウムイオ
 ンの細胞内外の濃度差は細胞膜のCaionpumpで維持されていると考えられるが単離した神
 経細胞膜vesicleを用いてこのpump機構を実証した例はない。一方脳ミクロソームはATP依
 存性のカルシウムイオン取り込みを行うが,その機能をもつオルガネうおよび生理学的意義は不
 明である。
 本論文は上記の問題の解明を目的としたもので,ブタ脳のホモジェネートからATP依存性カ
 ルシウムイオン取り込みを行う分画を分離してオルガネラを同定し,またカルシウムイオン取り
 込みとATPase活性の関係を検討し,取り込み機構を推論したものである。
 著者はまずブタ脳のホモジェネートから,分別遠心法で,ミトコンドリアに富む分画(P2)を
 えた。このP2分画は,低張液でlysisさせではじめてアザイドで阻害されない(ミトコンドリ
 アによらない)ATP依存性カルシウムイオン取り込み活性を示した。P2をトリプシンまたは
 不溶化トリプシンで処理すると,けsis後も取り込み活性は発現されなかった。これらの結果は
 カルシウムイオン取り込みはシナプス表面膜によることを示すと結論している。
 次に1ysisしたP2を蔗糖密度勾配遠心法で分画し・カルシウムイオン取り込み活性がシナプ
 ス表面膜分画に回収されることを見出している。この操作の際にカリウムイオンを共存させる
 ことで,取り込み活性の高い試料をえることに成功している。この取り込みは蓚酸の添加で増加
 ・ナることから,シナプス表面膜断片はvesicleを作っていると推論している。P2を1ysisさせ
 ろ際の条件を検討し,取り込み活性の高い試料は,赤血球膜でinside-outvesicleかつ形
 成される条件でえられることを見出している。
 Ca・Mg-ATPase活性とカルシウムイオン取り込み活性の関係を種々の条件下に検討し・
 両者閥に密接な関連のあることを指摘している。
 一方,脳ミクロソー云のATP依存性カルシウムイオン取り込みも,シナプス表面膜断片によ
 ることを阻害剤を用いた結果から結論している。
 以上の実験結果をもとに,著者はシナプス表面膜は断片化してinside-outveslcleを作
 り,Ca,Mg-ATPaseによるカルシウムポンプにより,カルシウムイオンのpumpingin
 を行っていること,またこれは初3露θでは神経細胞膜によるカルシウムイオンのpumping
 o飢の現象であると推論している。
 本研究は,カルシウムイオン輸送機能をもつ興奮性膜vesicleが作られる強い可能性を示した
 こと,また,脳ミクロソームのATP依存性カルシウムイオン取り込み活性がシナプス表面膜
 由来であることを明かにした点で神経生理化学,生体膜イオン制御機構の今後の研究に重要な知
 見をあたえるものであり,理学博士の学位論文として適当である。
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